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چکيد‌ه 

پروبیوتیک‌ها میکروارگانیسم‌های زنده و مفیدی هستند که به عنوان عاملی برای پیشگیری از ابتلا به بسیاری از بیماری‌های عفونی و سرطانی 
شناخته شده‌اند. در این مطالعه اثرات سمیت سلولی عصاره باکتری لاکتوباسیلوس پلانتاروم، بر روی رده سلولی سرطانی کولون )Caco-2( و 

همچنین بیان ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 بررسی شد.
از كشت لاکتوباسیلوس پلانتاروم، مایع‌رویی جدا شد. سپس اثرات سمیت سلولی باکتری‌ها و مایع‌رویی بر روی رده سلولی سرطاني  Caco-2با 
استفاده از روش MTT بررسی شد. همچنین بیان ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 با استفاده از روش Real-Time PCR ارزیابی گردید. داده‌ها 
 2-Caco با استفاده از آزمون واریانس یک‌طرفه تجزیه و تحلیل شد. بررسی اثر مهاری مایع‌رویی کشت  لاکتوباسیلوس پلانتاروم بر سلول‌های
و بیان ژن‌ در غلظت‌های مختلف نشان داد که مقدار μL/mL 100 برای VDR، IL3 و NOD2 بعد از 48 ساعت به صورت معنادار بالاترین 
افزایش بیان ژن را داشت. آزمایش MTT نشان داد که غلظت μl/mL 100 بیشترین کشندگی حاصل شد. بیان ژن در غلظت μl/mL  100 در 
زمان های 24، 48 و 72 ساعت برای VDR، در زمان 48 ساعت برای IL3 و در زمان 72 ساعت برای NOD2 نسبت به گروه کنترل افزایش 
معناداری داشت )P>0/05(. مي‌توان از لاکتوباسیلوس پلانتاروم، جهت ايجاد يك راهكار نوين درماني با تأثير بالا، عوارض جانبي پايين، بي‌خطر 
از نظر زیستی و هزينه كمتر استفاده کرد. بر این اساس پیشنهاد می‌گردد درمان و پیشگیری از سرطان کولون با استفاده از لاکتوباسیلوس 

پلانتارم مورد بررسی قرار گیرد.
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Probiotics are live and beneficial microorganisms that are known as a factor for prevention of infectious diseases and 
cancer. In this study, the effects of cytotoxicity of Lactobacillus plantarum extract on the colon cancer cell line (Caco-2) 
as well as the expression of VDR, IL3 and NOD2 genes were investigated.The supernatant of L. plantarum culture was 
collected. Then, the effects of cytotoxicity and fluidity of bacteria and Supernatant on Caco-2 cancer cell line were investi-
gated using MTT method. Also, the expression of VDR, IL3 and NOD2 gene was evaluated using Real-Time PCR. Data 
were analyzed using one-way ANOVA. Investigation of the inhibitory effect of L. plantarum culture supernatant on Caco-
2 cells and gene expression at different concentrations showed that 100 μL/mL for VDR, IL3 and NOD2 had the highest 
increase in gene expression significantly after 48 hours. The MTT test showed the highest lethality at a concentration of 
100 μL/mL. Gene expression at 100 μL/mL increased significantly at 24, 48 and 72 h for VDR, 48 h for IL3 and 72 h for 
NOD2 compared to the control group (P <0.05).
 L. plantarum can be used to develop a new treatment strategy with high efficacy, low side effects, biologically safe and 
lower cost. Based on this, it is suggested to investigate the treatment and prevention of colon cancer using L. plantarum.

    Key words: Probiotic, Lactobacillus plantarum, Colon, Vdr, IL3 and NOD2 genes

مقدمه
پروبيوتيك‌ها ميكروارگانيسم‌هاي زنده‌اي هستند كه در مقادير مناسب، 
تأثيري مثبت بر سلامت ميزبان دارند. اين باكتري‌ها مي‌توانند در شرايط 
ميكروارگانيسم‌هاي  نابودي  با  و  مانده  زنده  گوارش  دستگاه  پايين   pH
حفظ  موجب  روده،  ميكروبي  فلور  تعادل  همچنين  و  روده  داخل  مضر 
سلامتي و افزايش ميزان رشد در انسان و دام گردند )19(. از عملكردهاي 
ساز  و  سوخت  بهبود  ميكروبي،  ضد  فعاليت  به  مي‌توان  باكتري‌ها  اين 
بدن، خواص  ايمني  بدن، كاهش كلسترول در سرم خون، تحريك سيستم 
بيماري‌هاي  بهبود  اسهال،  ضد  خواص  سرطان،  ضد  خواص  آنتی‌موتاژن، 

التهاب روده و سركوب هليكوباكترها اشاره كرد )13(.
ویژگی  اما  دارند،  قرار  باکتری‌ها  مختلف  گونه‌های  در  پروبیوتیک‌ها 
مورد  گونه‌ها  سایر  از  بیش  باکترها  بیفیدو  و  لاکتوباسیل‌ها  پروبیوتیکی 
توجه قرار گرفته است. لاكتوباسيلوس‌ها از فراوانترين ميكروارگانيسم‌هاي 
پروبيوتيكی هستند و لاكتوباسيلوس پلانتاروم يكي از باكتري‌هاي شاخص 
حاوي  غذايي  فرآورده‌هاي  مصرف  مي‌رسد  نظر  به  است.  گروه  اين 
التهاب  به  ابتلا  و  گوارش  دستگاه  عفونت  بر  پلانتاروم،  لاكتوباسيلوس 

روده‌ای اثر کاهشی دارد و تحریک‌کننده سيستم ايمني هستند )18(. 
به  محققین  توجه  مختلف،  زمینه‌های  در  علم  پیشرفت  با  امروزه 
پروبیوتیک‌ها  با ویژگی‌های ضد سرطانی که توسط  ایمن  متابولیت‌های 
که  است  داده  نشان  تحقیقات  است.  شده  متمرکز  می‌شوند  تولید 

مهار  انسان‌ها،  و  حیوانات  گوارشی  آنزیم‌های  بر  تاثیر  با  پروبیوتیک‌ها 
عامل سرطان‌زا در داخل بدن و شرایط آزمایشگاهی، سرکوب جهش‌ها، 
ترکیبات سرطان‌زا در حیوانات آزمایشگاهی نقش موثری در جهت مقابله 

با سرطان دارند )14(.
یافته  افزایش  آن  اخیر هم شیوع  در سال‌های  که  کلی سرطان،  به طور 
از  یکی  می‌رود.  به شمار  جهان  در  مرگ‌ومیر  شایع  علت  دومین  است، 
شایع‌ترین نوع سرطان دستگاه گوارش، سرطان روده بزرگ است. عوامل 
شیمیایی سرطان‌زا و زندگی مدرن ذخایر طبیعی باکتری‌های پروبیوتیک را 
در درون دستگاه گوارش کم کرده است )1 و 9(. بعد از سال‌های متمادی 
برخورد باکتری‌های فلور طبیعی بدن انسان با مواد شیمیایی موجود در 
غذا و نیز استفاده از آنتی بیوتیک‌ها و سایر داروها باعث شده است که 
نوع و مقدار باکتری‌های فلور طبیعی بدن انسان تغییر نماید و زمینه برای 

ایجاد سرطان کولون فراهم گردد )8(. 
سرطانی  تومورهای  و  نئوپلاستیک  زخم‌های  سرکوب  در  پروبیوتیک‌ها 
سرطانی  ضد  اثرات   .)21 و   1( هستند  موثر  موش  مدل‌های  در  کولون 
پروبیوتیک‌ها از طریق جلوگیری از تبدیل پروکارسینوژن به کارسینوژن، 
باکتری‌های  رشد  کاهش  میتوژنی،  ترکیبات  کردن  غیر‌فعال  و  اتصال 
پروکارسینوژنز، کاهش جذب میتوژن‌ها و افزایش عملکرد سیستم ایمنی 
می‌باشد. همچنین یکی از مکانیسم‌های عملکردی پروبیوتیک‌ها از مجله 
در  بخصوص  سرطانی  سلول‌های  تکثیری  ضد  خاصیت  لاکتوباسیلوس‌ها 
سرطان کولون با القای آپوپتوز است. شواهد بسیاری وجود دارد که نشان 
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می‌دهد پروبیوتیک‌ها می‌توانند نقشی در تنظیم تکثیر سلولی و آپوپتوز 
داشته باشند )14 و 17(.

اتفاق می‌افتد. سرطان در نتيجه تغييرات متعدد در چندين ژن مختلف 
PTEN، IL3، VDR ،NOD2  و AKT1 از جمله ژن‌هاي مهمي هستند كه 
در سرطان كولون دخیل هستند. از آن‌جا که در سلول‌های سرطانی تعادل 
بین تکثیر و آپوپتوز به هم می‌خورد و سلول‌ها برای رشد وتکثیر بی‌رویه 
خود نیاز به مهار آپوپتوز دارند، ارتباط مستقیمی بین بیان ژن‌های موثر 
در فرایند آپوپتوز و فرایند سرطانی شدن وجود دارد )3 و 4(. بنابراین 
بررسی تغییرات این ژن‌ها مانند ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 می‌تواند از 

جمله هدف‌های درمانی یا تشخیصی در مطالعات سرطان باشد.
با توجه به اینکه باکتری‌های پروبیوتیک از ایجاد سرطان جلوگیری می‌کنند 
بر  مخربی  اثر  اینکه  بدون  می‌شوند،  سرطانی  سلول‌های  مهار  باعث  و 
سلول‌های سالم داشته باشند، لذا هدف از این مطالعه بررسي اثرات سمیت 
-Caco سلولی عصاره لاکتوباسیلوس پلانتاروم بر روی رده سلول سرطانی

2 و آنالیز بیان ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 در آزمایشگاه بود.

مواد و روش‌ها
سویه باکتری و کشت

از   )14917  ATCC( استاندارد  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  باکتری  سویه 
کلکسیون میکروبی مرکز ذخایر ژنتیک تهران به صورت لیوفیلیزه تهیه 
کشت  محیط  میلی‌لیتر   50 حاوی  ارلن  در  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  شد. 
و سپس  داده شد  براث کشت   )De Man, Rogosa and Sharpe (MRS
در شرایط بی‌هوازی و به مدت 48 ساعت در دمای 37 درجه‌سانتی گراد 
 MRS انکوبه شدند. برای اطمینان از خالص بودن کلنی‌ها، باکتری‌ها در
از 48 ساعت، محیط کشت حاوی باکتری، در  آگار کشت گردیدند. پس 
rpm 1500 به مدت 3 دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع رویی از فیلتر 0/22 
میکرون عبور داده شد. بدین ترتیب محلول رویی متابولیت باکتری تهیه 

گردید.

کشت سلولی
رده ولسل سرطانی Caco2 با شناسه NCBI NO.C139 از انستیتو پاستور 
با  شده  غنی   DMEM کشت  محیط  در  سلول‌ها  شد.  دیرخاری  ایران 
)Fetal Bovine Serum: FBS( و 1% آنتی  گلوکز، 10% سرم جنین گاوی 
سانتی‌گراد،  درجه   37 دمای  در  پنی‌سیلین/استرپتومایسین،  بیوتیک‌های 
رطوبت 90% و 5% دی‌اکسید‌کربن به مدت 20 ساعت قرار داده شدند. 
زمانی هک رتامک یلولس در اه‌کسلاف هب شیب از ‌85% کف فلاسک رسید، 

سلول‌ها برای ادامه رشد، اساپژ )Subculture( داده شدند. 

MTT (Microculture tetrazolium( تست
با روش رنگ‌سنجي و  باكتري روي سلول‌هاي سرطاني  اثر سايتوتوكسيك 
با استفاده از رنگ تترازوليوم در مقايسه با گروه كنترل بررسي شد. ابتدا 
از  يك  در هر   Caco2 از سلول‌هاي مناسبي )حدود 5000 سلول(  تعداد 
چاهك‌ها كشت داده شد. بعد از 24 ساعت از  لاکتوباسیلوس پلانتاروم 
با OD برابر با 1 به چاهك‌ها افزوده شد و پليت‌ها 4 ساعت جهت تأثير 
دور  چاهك‌ها  داخل  محيط  انكوباسيون  از  پس  شدند.  انكوبه  باكتري‌‌ها 
ريخته شده و به هر چاهک 110 میکرولیتر محیط تازه و 20 ميكروليتر 
با باكتري به عنوان كنترل  MTT اضافه گردید. سلول تيمارنشده  محلول 
به كار برده شدند. سپس، پليت‌ها 4 ساعت در 37 درجه سانتی‌گراد، در 
محلول  میکرولیتر   50 چاهک  هر  به  آن،  از  پس  شدند.  انکوبه  تاریکی 
DMSO باضافه گردید. سپس، پليت‌ها 15 دقيقه در 37 درجه سانتی‌گراد، 
انکوبه شدند. براي تعيين درصد زنده بودن سلول‌ها، سلول‌ها با تريپان‌بلو 
رنگ‌آميزي شد. سلول‌های مرده با شستشو خارج شدند و کریستال های 
فوروزان تولید شده به وسیله سلول‌های زنده در ایزوپروپانول حل گردید 

و جذب نمونه‌ها در طول موج 570 نانومتر قرائت شد )11(.
The percentage of the viable cells was calculated using the fol�    

ارزیابی تاثیر باکتری‌های پروبیوتیک بر روی ...

.GAPDH و NOD2 ،VDR، IL3 جدول 1- پرايمرهاي مورد استفاده برای تکثیر ژن‌های

Product Size (bp(TmSequence )5'→3'( Genes

92
59.93TGGCTACAGCAACAGGGTGF

GAPDH
58.45CTCTTGTGCTCTTGCTGGGR

97
58.57CACATTGCTTTGCTTGCCTCF

VDR
60.77AAAGTCTCCAGGGTCAGGCAR

184
58.68ACACACTTAAAGCAGCCACCF

IL3
58.48GCAGACATGGCAGGAGATTTR

121
54.16CAGCCAGTATGAATGTGATGF

NOD2
55.05ATGTTGTAGAAGGAAGGCAGR
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lowing formula:a
%cytoxicity = [100 × (control abs)/(sample abs([

 RNA استخراج
کیت  توسط  شده  تیمار  و  نشده  تیمار  سلول‌های   RNA کل  ابتدا  در 
-301  /  001-301  .Cat No )کره‌جنوبی،   GeneAll شرکت   RiboExTM

به   ،RNA استخراج  براي  شد.  استخراج  آن  دستورالعمل  طبق   )002
تا  شد  اضافه  ترايزول  پلانتاروم،  لاکتوباسیلوس  با  شده  تيمار  سلول‌هاي 
سلول‌ها ليز شوند. به میکروتيوب‌های حاوی سلول‌هاي ليز حدود 200 
ميكروليتر كلروفرم اضافه شد، سروته گرديد و 5 دقيقه در دماي 25 درجه 
 12000 rpm سانتی‌گراد قرار گرفت. سپس، میکروتیوب‌ها 10 دقيقه در
در 4 درجه سانتی‌گراد، سانتريقيوژ شد و مايع‌رويي به میکروتیوب‌های 
جديد منتقل گرديد. سپس، به هر میکروتيوب 1 میلی‌لیتر ايزوپروپانول 
سانتی‌گراد  درجه   -20 در  دقیقه   30 گرديده،  افزوده شده، سروته  سرد 
 12000 rpm در  دقيقه  به مدت 15  میکروتيوب‌ها  قرار گرفت و سپس 

دماي  در  میکروتيوب‌ها  شد.  ريخته  بيرون  مايع‌رويي  و  شد  سانتريفيوژ 
اتانول  میلی‌لیتر   1 میکروتيوب،  هر  به  انتها  در  و  شد  كاملًا خشك  اتاق 
70% سرد به آن اضافه شد. میکروتيوب‌ها 10 دقيقه در دماي 25 درجه 
اتانول آن‌ها تبخیر گردد. به میکروتیوب 50  تا  سانتی‌گراد، قرار گرفتند 
و دمای 55  آون  در  و  اضافه شد   RNase از  میکرولیتر آب مقطر عاری 
درجه سانتی‌گراد، به مدت 10 دقیقه قرار گرفت. در نهایت نمونه‌ها در 
70 - درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند. کمیت RNA استخراجی با قرائت 
OD توسط دستگاه نانودراپ )آلمان؛ 2000C-ND( سنجیده شد و كيفيت 
آن روي ژل آگاروز 2 درصد براي 1 ساعت در ولتاژ 80 بررسی گردید 

.)11( .)11(

cDNA سنتز
)ایران،  طوس  پارس  شرکت  کیت  از  استفاده  با   ،RNA استخراج  پس 
میکروتیوب  به  خلاصه،  طور  به  شد.  سنتز   cDNA)Cat No. A101161
 0/2 شده،  استخراج   RNA  2000  ng سازنده،  شرکت  میکرولیتری   0/2

شکل MTT -1 باكتري لاکتوباسیلوس پلانتاروم روي سلول‌هاي سرطاني Caco-2 پس از 24، 48 و 72 ساعت.
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در  و  اضافه شد  بافر  میکرولیتر محلول  پرایمر، 10  میکرومولار هگزامر 
با  میکروتیوب‌ها  گردید.  اضافه   DEPC water از   µl  20 تا حجم  نهایت 
برنامه دمایی 10 دقیقه در 25 درجه سانتی‌گراد، 60 دقیقه در 47 درجه 
سانتی‌گراد و 5 دقیقه در 85 درجه سانتی‌گراد، در دستگاه ترموسایکلر 
سانتی‌گراد  درجه   -70 در  نمونه‌ها   ،cDNA سنتز  از  پس  گرفت.  قرار 

نگهداری شدند )11(.

طراحی پرایمر 
پرايمرهاي مورد استفاده برای تکثیر ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 توسط 
بلاست شدند. طراحی  و  NCBI طراحی  و وب‌سايت   oligo5 افزار  نرم 
پرایمر برای ژن GAPDH نیز به عنوان کنترل داخلی انجام گرفت )جدول 

.)1

 Real-time PCR
 10 شامل  که  شد  تنظیم  میکرولیتر   20 در   PCR واکنش  نهایی  حجم 
میکرولیتر 2x Master mix real Q-plus، 0/5 میکرولیتر از هر پرایمر )5 

pmol/μL(، 2 میکرولیتر cDNA )ng 100( و 7 میکرولیتر آب مقطر استریل 
بود. برای ژن GAPDH، مقدار 0/6 میکرولیتر از هر پرایمر استفاده شد. 

برای انجام PCR چرخه دمایی زیر اعمال گردید:
واسرشت‌سازی اولیه 2 دقیقه در 95 درجه سانتی‌گراد، سپس 35 چرخه 
شامل واسرشت‌سازی 15 ثانیه در 95 درجه سانتی‌گراد، اتصال 40 ثانیه 
در 59 درجه سانتی‌گراد و طویل سازی 20 ثانیه در 72 درجه سانتی‌گراد 
بود. در ادامه یک چرخه طویل‌سازی نهایی به مدت 5 دقیقه در 72 درجه 
فلوروسنت  رنگ  نبودن  اختصاصي  دليل  به  گرفت.   صورت  سانتی‌گراد 
SYBR Green و به منظور اختصاصيت پرايمر و اطمينان از تكثير قطعات 
اختصاصي و بررسي عدم وجود قطعات غير اختصاصي در محصول، منحنی 
ذوب )55-95 درجه سانتی‌گراد با نرخ گرمایش 0/1 درجه سانتی‌گراد در 
ثانیه( رسم گردید. قطعات تکثیر شده بر روی ژل آگارز ‌1% رنگ‌آمیزی 

شده با اتیدیوم بروماید الکتروفورز شدند )11 و 20(.

محاسبه میزان بیان ژن و آناليز آماري داده‌ها
در مورد نتايج بدست آمده براي ميزان بيان ژن‌ها، ابتدا ‌CTهای بدست 

شکل 2- میزان بیان ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 در گروه‌های مورد مطالعه در زمان 24، 48 و 72 ساعت.
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آمده براي هر ژن توسط فرمول CT∆∆-2 محاسبه گردید. سپس، ميانگين 
نتايج بدست آمده توسط نرم‌افزار آماري در هر گروه محاسبه شد. براي 
استفاده  آنالیز واريانس يك‌طرفه  آماري  از آزمون  تجزيه‌وتحليل داده‌ها 
گرديد.  استفاده   LSD آزمون  از  گروه‌ها  ميانگين  مقايسه  براي  و  شده 
بود.   P>0/05 مقدار  كه  شدند  گرفته  نظر  در  معني‌دار  زماني  آزمون‌ها 

نسبت بيان هر ژن نسبت به ژن مرجع با فرمول زير محاسبه شد:

نتایج
آزمایش MTT نشان داد که بعد از 24 و 48 ساعت مقدار IC50 به ترتیب 
برابر 98/6، 99/29 بود که در غلظت μl/mL  100 بیشترین میزان کشندگی 
را ایجاد کرد. همچنین بعد از 72 ساعت مقدار IC50 برابر 37/74 بدست 

آمد که در غلظت μl/mL 50 کمترین میزان کشندگی را داشت.
بررسی اثر مهاری مایع‌رویی کشت  لاکتوباسیلوس پلانتاروم بر سلول‌های 
سرطاني Caco-2 و بیان ژن‌ در غلظت‌های مختلف نشان داد كه بیان ژن 
VDR در 48 ساعت در غلظت‌های μl/mL 10، 50 و 100 و تيمار شده با 
لاکتوباسیلوس پلانتاروم، افزایش معنادار داشت )P>0/02(. همچنین بیان 
 ،100 ،50 ،10 μl/mL در 72 ساعت در غلظت‌های NOD2 و VDR ژن
داشت  معناداری  افزایش  پلانتاروم،  لاکتوباسیلوس  با  شده  تيمار  و   250
 50 ،10 ،5 μl/mL در 48 ساعت در غلظت‌های IL3 بیان ژن .)P>0/018(
افزایش معناداری نشان داد )P>0/015(. در حالت کلی، غلظت  و 100 
μl/mL 100 به ترتیب بعد از 72 و 48 ساعت برای VDR، 48 ساعت برای 
IL3 و 72 ساعت NOD2 به صورت معنادار بالاترین افزایش بیان ژن را 

داشت.
آنالیز تغییر بیان ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 در سلول Caco-2 تیمار 

.GAPDH و NOD2 ،VDR، IL3 شکل 3- منحنی تکثیر
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شده با غلظت سمیت سلولی 50 درصد )IC50( عصاره سلولی بعد از 24 
ساعت با روش Real time PCR انجام شد. تکثیر اختصاصی قطعات ژنی 
مورد نظر، عدم جفت شدن آغازگرها و عدم تکثیر قطعات غیراختصاصی 
برای هر ژن با استفاده از منحنی ذوب تعیین گردید )شکل 3 و 4(. نتایج 
نشان داد که برای ژن‌های VDR، IL3 و NOD2 و GAPDH به ترتیب از 
چرخه 20، 30، 18 و 12 به بعد نمودار تکثیر، حالت لگاریتمی پیدا کرده 

است که نشان‌دهنده تکثیر ژن‌ها می‌باشد.

بحث
امروزه پروبیوتیک‌ها در درمان بسیاري از عفونت‌ها و بیماری‌ها مانند 
می‌تواند  پروبیوتیک‌ها  خوراکی  مصرف  دارند.  بسزایي  نقش  سرطان 
خاصیت ضد کارسینوژنی داشته باشد و این عمل با خنثی‌سازی مسمومیت 

ژنوتوکسین‌ها در روده صورت می‌گیرد )14(. 

از  تركيباتي  يا  باكتري‌ها  اين  عصاره  يا  پروبيوتيك  باكتري‌هاي  مصرف 
مي‌شود.  تومورها  ظهور  كاهش  و  كولون  سرطان  كاهش  موجب  آن‌ها 
سلولي  ديواره  اجزاي  كه  است  داده  نشان  آزمايشگاهي  بررسي‌هاي 
باكتري‌هاي پروبيوتيك با مواد موتاژن تركيب شده و از شدت سرطان‌زايي 

آنها مي‌كاهد )5(.
عصاره‌های  و  پروبیوتیک  باکتری‌های  که  می‌دهند  نشان  اخیر  مطالعات 
آنها می‌توانند نقش‌هایی حیاتی را در تنظیم طیف وسیعی از فرآیندهای 
در  آن‌ها  از  استفاده  که  می‌رود  انتظار  نتیجه  در  نمایند،  ایفا  بیولوژیک 
بهبود و درمان بیماری‌های التهابی موثر باشد. باکتری‌های پروبیوتیک و 
عصاره آن‌ها با ويژگي ضد التهابی در بیماری‌های التهابی روده معرفي و 
مطالعه شده‌اند )16(. جهت ایجاد هرگونه اثر درمانی توسط باکتری‌های 
پروبیوتیک و عصاره آن‌ها، می‌بایستی اثرات ضدالتهابی و آپوپتوزی این 
بررسی  مورد  آزمایشگاهی،  محیط  در  التهابی  شرایط  روی  بر  سلول‌ها 

.GAPDH و NOD2 ،VDR، IL3 شکل 4- منحنی ذوب ژن‌های
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قرار گیرد. 
رده سلولی Caco-2 یک رده مداوم از سلول‌های آدنوکارسینوما کولورکتال 
اپی‌تلیال ناهمگن انسان است و یکی از خواص مفید آن توانایی تمایز خود 
برای  معمولی  خواص  از  بسیاری  با  سلول‌ها  از  لایه  یک  در  خودی  به 
انتروسیت‌های جاذب است که در روده کوچک یافت می‌شوند. این رده 
سلولی به عنوان یک مدل سلولی مناسب جهت مطالعه و بررسی سرطان 

مانند سرطان کولون به کار می‌رود )7(.
با  مي‌باشد.  دنيا  پروبيوتيك  تجاري‌ترين  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  باكتري 
وجود استفاده زیاد از اين باكتري و ترکیبات آن، هنوز مطالعات موثری 
از  هدف  بنابراين،  است.  نشده  گزارش  آن  ضد‌سرطاني  اثرات  مورد  در 
در كشت   NOD2 و  VDR، IL3 ژن‌هاي بيان  ميزان  بررسي  تحقيق  اين 
لاکتوباسیلوس  باكتري  با   2-Caco كولون  سرطاني  سلول‌هاي  هم‌جوار 

پلانتاروم مي‌باشد. 
پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  مایع‌رویی  كه  داد  نشان  آمده  دست  به  نتايج 
برون‌تنی  شرایط  در  را  كولون  سرطاني  سلول‌هاي  رشد  مهار  توانايي 
دارد. مطالعات مختلفی اثر مهار رشد سلول‌هاي سرطاني را با سویه‌های 
باکتری‌های پروبیوتیکی و ژن‌های مختلف دیگر نشان داده‌اند، که نتایج 
آنها با نتایج این تحقیق هم‌خوانی دارد. به‌طوری که اکثر این تحقیقات 
رشد  مهار  توانایی  پروبیوتیکی  باکتری‌های  سویه‌های  که  داده‌اند  نشان 

رده‌های سلول‌های سرطانی مختلف را دارند )4، 8، 9، 13(.
و  بولگاریکوس  لاکتوباسیلوس  که  دادند  نشان  همکاران،  و   Taverniti
 HT29 لاکتوباسیلوس کازئی سبب کاهش درصد بقای سلول‌های سرطانی

و Caco-2 می‌شوند )15(. 
مختلف  باکتری‌های  سلولی  اثرات سمیت  بررسی  با  همکاران  و   Sevda
عصاره  که  دادند  نشان   ،2-Caco سرطانی  سلول‌های  بر  لاکتوباسیل 
شیوه  به  را  سرطانی  سلول‌های  رشد  لاکتوباسیل  باکتریایی  سویه‌های 

وابسته به دوز مهار می‌کنند )12(.
طي مطالعه‌اي توسط Biffi، اثر مهاري 5 گونه مختلف از باكتري‌هاي اسيد 
لاكتيك روي سلول‌هاي سرطاني سینه )MCF7( بررسی گردید. نتایج نشان 
داد که هر 5 گونه لاکتوباسیلوس پاراکازئی، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، 
بیفیدوباکتریوم  اینفانتیس،  بیفیدوباکتریوم  بیفیدوم،  بیفیدوباکتریوم 
اثر  بيشترين  و  داشته  مهاري  اثر  رشد سلول‌هاي سرطاني  روي  انیمالیس 
مربوط به لاکتوباسیلوس اسدوفیلوس و لاکتوباسیلوس اینفانتیس بود كه 

تا 85 درصد رشد سلول‌هاي سرطاني را مهار كرد )2(. 
Yuanchun و همکاران با بررسی اثر ضد سرطانی بر روی دو رده سلولی 
باکتری  این  که  کردند  مشخص   2-Caco و   HT29 بزرگ  روده  سرطان 
می‌تواند در شرایط درون‌تنی و برون‌تنی اثرات ضد‌سرطانی داشته باشد 

.)22(
باسیلوس  توسط  توليدي  تركيبات  كه  داد  نشان  همکاران،  و   Elise
ترتيب  به  را   2-Caco و   HT29 سلول‌هاي سرطاني  رشد  پلی‌فرمنتیکوس 
بيان  افزايش  كه  داد  نشان  او  كرد.  مهار  درصد   99 تا   95 و   56 تا   35
اثر  تحت  كولون  سرطاني  سلول‌هاي  در   ErbB3 و   ErbB2 پروتئين‌هاي 
متابوليت‌هاي اين باكتري كاهش يافتند و نتيجه گرفت كه متابوليت‌هاي 

باكتري نسخه‌برداري از اين فاكتورها را كاهش مي‌دهند )10(.
مهار رشد سلول‌هاي  در  مؤثر  مكانيسم‌هاي  به طور كلي مي‌توان گفت 

سرطاني Caco-2 توسط لاکتوباسیلوس پلانتاروم کاملًا مشخص نيست ولي 
با توجه به مطالعاتي كه قبلًا در موارد مشابه انجام شده مي‌توان نتیجه 
گرفت كه اين باكتري‌ها تركيبات ضد توموري و ضد سرطاني توليد مي‌كنند 
از  و  باشند  داشته  نقش  تمايز سلول‌هاي سرطاني  و  در رشد  و مي‌توانند 
رشد آنها جلوگيري كند. با توجه به نتايج به دست آمده مشاهده شد كه 
اثر را داشت كه اين مي‌تواند  مایع‌رویی تولیدی در 72 ساعت بيشترين 
به دليل مقدار بيشتر متابوليت‌هاي توليد شده در مایع‌رویی باشد. نتايج 
اين تحقيق نشان داد كه اثر مهاري وابسته به غلظت بود. به طوری كه، 
غلظت μl/mL 100 برای VDR، IL3 و NOD2 به صورت معنادار بالاترین 

افزایش بیان ژن را داشت.

نتیجه‌گیری 
با توجه به اثرات سیتوتوکسیک و آپوپتوزی عصاره سلولی لاکتوباسیلوس 
از  آینده  در  می‌توان   ،2-Caco سرطانی  سلول  رده  روی  بر  پلانتاروم 
لاکتوباسیلوس پلانتاروم جهت ايجاد يك راهكار نوين درماني با تأثير بالا، 
از  با هزينه كمتر براي درمان و همچنين پيشگيري  عوارض جانبي کم و 

سرطان كولون بهره برد.
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